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 対象は、白板症 30例および正常粘膜 10 例として、CD68 (全MΦ)、CD80 (M1 
MΦ)、CD163 (M2 MΦ)ならびに CD4 (ヘルパーT細胞: Th), CD8 (細胞傷害性 T細
胞)、Th1のマーカーである CXC chemokine receptor 3 (CXCR3)、 Th2 のマーカー
である CC chemokine receptor 4 (CCR4)、そして interferon-γ (IFNγ)誘導性遺伝子産
物である signal transducer and activator of transcription (STAT1) に対する抗体を用
いて免疫組織学的解析を行った。 CD163+ MΦは、正常粘膜では認められなかっ
たが、上皮性異形成の mild から moderate において増加が認められた。また
CD163+ MΦの割合と上皮内浸潤 CD4+ Th細胞の割合に正の相関関係が認められ
た。上皮性異形成において CCR4+ Th2はほとんど認められなかったが、 CXCR3+ 
Th1の浸潤が認められた。Th1からは IFNγ が産生されることから、IFNγ誘導性
遺伝子産物である STAT1 の発現について検討したところ、上皮下および上皮内


















Tumor-associated macrophages (MΦ) have been implicated in growth, invasion and 
metastasis of various solid tumors. However, it has not been clarified phenotype and role 
of the infiltrated MΦ in precancerous lesions. In the present study, the phenotype of the 
infiltrated MΦ in leukoplakia, an oral precancerous lesion, was determined by 
immunohistochemical analysis and involvement of infiltrated T cells that participated in 
induction of phenotype of the MΦ was also investigated.   
The subjects included 30 cases of leukoplakia and 10 cases of normal mucosa.  
Immunohistochemical analysis was carried out using antibodies against CD68 (pan-MΦ), 
CD80 (M1 MΦ), CD163 (M2 MΦ), CD4 [helper T cells (Th)], CD8 (cytotoxic T cells), 
CXC chemokine receptor 3 [CXCR3 (Th1)], CC chemokine receptor 4 [CCR4 (Th2)], 
and signal transducer and activator of transcription (STAT1).  An increase in the rate of 
infiltrating CD163+ MΦ was observed in mild and moderate epithelial dysplasia, and a 
positive correlation was observed with the rate of intraepithelial infiltration of CD4+ Th 
cells.  Although infiltrations of CCR4+ cells (Th2) were barely observed, CXCR3+ cells 
(Th1) were observed in the lesions. The cells positive for STAT1, which is an interferon-
γ inducible product gene, were also observed in the same lesions.  Immunofluorescence 
double staining demonstrated that the cells positive for CD163+ MΦ were colocalized 
with STAT1. Moreover, a positive correlation with rate of infiltrated CD163+ MΦ and 
rate of STAT1 positive cells was observed.  
 These results suggested that although the MΦ in oral leukoplakia are CD163+ MΦ, the 
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MΦ are a new subset exhibited M1 phenotype. Furthermore, IFNγ produced from CD4+ 
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gamma (IFN)により活性化されたMΦは、  M1 MΦ（ classically activated 
macrophages）と呼ばれ、 抗細菌活性、抗腫瘍活性を示すことが知られている21,22)。
M1 MΦは一酸化窒素合成酵素 (inducible nitric oxide synthase: iNOS)、 抗腫瘍性
chemokine CXC ligand 9 (CXCL9)、 CXCL10や炎症性サイトカイン tumor necrosis 
factor-α (TNFα)などの遺伝子の発現を増強し、炎症反応の増強や腫瘍細胞に対す
る細胞傷害性を示すことが明らかにされている20-22)。一方、Th2由来の抗炎症性
サイトカイン interleukin-4 (IL-4)、 IL-13により活性化されたMΦは、M2 MΦ
（alternatively activated macrophages）に分類され23)、増殖因子や血管新生因子を
発現し、またIL-10やtransforming growth factor-β (TGF-β)などのサイトカインを産
生することにより炎症反応、免疫応答を抑制し、創傷治癒に関与していると考え
られている 20-22)。 これらのMΦの細胞表面の細胞分化抗原群  (cluster of 






























ついてはWHOの診断基準33)に従い、複数の病理医と協議し ①without epithelial 
dysplasia, ②mild epithelial dysplasia (mild), ③mild-moderate epithelial dysplasia 
(mild to moderate), ④moderate epithelial dysplasia (moderate), ⑤moderate-severe 












外の抗原性の賦活化は、10 mMクエン酸緩衝液 (pH 6.0)中でマイクロウェーブ
にて15分間熱処理を行った。抗原性賦活化後、内因性 avidin/biotinのブロッキン
グを目的にavidinおよびbiotin (Zymed Laboratories, San Francisco, CA, USA)を添加
し、各10分間の処理を行った。その後、検体はトリス塩酸緩衝生理食塩水[Tris-
HCl buffered saline; TBS (pH7.4)]で洗浄し、非特異的反応を阻止するためにブロ
ッキング溶液 [2% bovine serum albumin (BSA)] を用いて室温で30分間の処理を
行った。免疫組織化学的検索に使用した抗体をTable 3に示す。一次抗体はTBSを
用いて適切な濃度に希釈し、4℃ 湿温箱内にて一晩反応させた。その後、TBSで
洗浄後、2次抗体としてペルオキシダーゼ標識goat anti-rabbit IgG antibody（200倍
希釈；Dako EnVision System HRP-Labeled Polymer, Dako, Glostrup, Denmark）を用
い、室温で30分間反応させた。TBSにて洗浄後、AEC substrate kit (Dako)を用い
発色作用させ、Mayerのhematoxylin溶液 (武藤化学、東京)で核染色を行った。水












 薄切切片を脱パラフィン後、抗原性の賦活化を目的に、TBS に 3% H2O2, 0.5% 
Triton-X100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)を加えた溶液を用いて、室
温で 10分間処理した。その後ブロッキングを目的に 10% non-immune goat serum 
(Zymed) を添加し、室温で 60分間処理した。一次抗体は mouse anti-human CD163 
monoclonal antibody (Table 3) を 1:100 に希釈し、室温で 60分間反応させた。TBS
で洗浄後、Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L) antibody（2,000 倍希釈；Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA）を添加し、室温で 60分間反応させた。その後
TBS にて洗浄、ブロッキング後に二重染色のための一次抗体として rabbit anti-
human STAT1 polyclonal antibody (Table 3 )を 1:500 に希釈し、室温で 60分間反応
させた。TBS で洗浄後、Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit IgG (H+L) antibody（2,000
倍希釈；Life Technologies）を用い、室温で 60 分間反応させた。抗体反応後、TBS
で洗浄し、褪色防止のため ProLong antifead mount kit (Life Technologies)により封
入し、共焦点レーザー顕微鏡 (LSM5 Exciter, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)に
て、励起波長（excitation）：488 nm、検出波長（emission）：緑色 505-530 nm、










1. 臨床病理学的検索事項 (性別、部位、病理組織学的異形成の程度) 
本研究で検討した症例の男女比は、男性20例、女性10例で、平均年齢は、
61.0歳であった (Table 2)。発生部位は、歯肉が最も多く43.3% (13例), 次いで
頬粘膜 26.7% (8例),  舌 13.3% (4例), 口蓋 10 % (3例), 口唇 6.7% (2例)であ
った。 
病理組織学的に上皮性異形成の程度は、without epithelial dysplasia（以下上
皮性異形成なしと略す）、16.7% (5例)、mild 23.3% (7例)、mild to moderate 16.7% 
(5例)、moderate 16.7% (5例)、moderate to severe 13.3% (4例)、そしてsevere 13.3% 
(4例)であった。 
 
2. CD68+ MΦの浸潤 
まず始めに白板症部におけるMΦの浸潤について、全MΦマーカーであるCD68






3. CD80+ MΦの浸潤 



















らびにCD8+ 細胞傷害性T細胞(cytotoxic T lymphocyte: CTL)の浸潤について検













向がみられた (Fig 5)。しかしCD163+ MΦの割合とCD8+ CTLの割合との間には




6. CD4+ Thのサブセットの同定 
CD4+ Th はサイトカインの産生能の違いにより、Th1とTh2に分類され、 M1 
MΦの分化誘導にはCD4+ Th1がまた、M2 MΦの分化誘導にはCD4+ Th2がそれぞ
れ関与することが知られている20-22,35)。そこで、白板症部に浸潤しているThが
どのサブセットに属するのか、Th1のマーカーであるchemokine受容体 CXC 





CCR4陽性細胞はすべての症例で認められなかった (data not shown)。これらの
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用いられている38)。CD68は、lysosome-associated membrane protein (LAMP)-1 ファ
ミリーに属し、110 kDa の糖タンパク質であり39,40)、scavenger receptor として






























































た (p=0.0009; Fig 4B)。この結果は、CD163+ MΦが多い症例では、上皮内浸潤CD4+ 
Thの浸潤も多いことを示しており、両者の間に何らかの関連性が存在すること
を示している。T細胞の上皮内浸潤には、上皮基底膜の断裂が必要なことから58)、


























３. 白板症、口腔癌における MΦ の機能的役割 
従来、M1 MΦは、抗腫瘍活性を持ち、細胞性免疫において中心的な役割を担
っている細胞として認識されてきた 20,21,45)。本研究結果から、白板症部に浸潤し













口腔扁平上皮癌における腫瘍関連 MΦ について、Mori ら 32)は CD163+ MΦ の
浸潤が認められ、口腔癌の組織学的分化度の低下に伴い、CD163+ MΦの数が有
意に増加していることを報告している。最近、Fujii ら 60)は CD163+ MΦと口腔癌
の予後との関連性を検討し、CD163+ MΦが多い症例では生存率が低下すること
を報告している。この CD163+ MΦ が本研究で示した CD163+ M1 MΦ の表現型
を持つかは不明であるが、著者らの予備実験の結果から口腔扁平上皮癌組織に






























1. CD163+ MΦは、白板症のmild to moderate およびmoderateの上皮性異形成に
おいて有意な増加が認められた。 
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Figure 1: Immunohistochemical staining of oral normal mucosa and leukoplakia 
with the anti-CD68 antibody. 
A: Immunoreactivity against anti-CD68 antibody in normal oral mucosa (a; original 
magnification: ×100) and various histological grades of leukoplakia (b-e, original 
magnification: ×100). No CD68+ MΦ were observed in normal mucosa (a); CD68+ MΦ 
were distributed in the subepithelial lesion (b-e). Scale bar = 100 m.  
B: CD68+ MΦ (%) in different histological grades of leukoplakia. Data are expressed as 
box plots indicating the maximum, median, and minimum values.  
   
Figure 2: Immunohistochemical staining of oral normal mucosa and leukoplakia 
with the anti-CD80 antibody. 
A: Immunoreactivity against anti-CD80 antibody in normal oral mucosa (a; original 
magnification: ×100) and various histological grades of leukoplakia (b-e, original 
magnification: ×100). No CD80+ MΦ were observed in normal mucosa (a); CD80+ MΦ 
were distributed in the subepithelial lesion (b-e). Scale bar = 100 m.  
B: CD80+ MΦ (%) in different histological grades of leukoplakia. Data are expressed as 
box plots indicating the maximum, median, and minimum values.  
 
Figure 3: Immunohistochemical staining of oral normal mucosa and leukoplakia 
with the anti-CD163 antibody. 
A: Immunoreactivity against anti-CD163 antibody in normal oral mucosa (a; original 
magnification: ×100) and various histological grades of leukoplakia (b-e, original 
magnification: ×100). No CD163+ MΦ were observed in normal mucosa (a); CD163+ 
MΦ were distributed in the subepithelial lesion, in particular, mild (c) and moderate 
dysplasia (d). Scale bar = 100 m.  
B: CD163+ MΦ (%) in different histological grades of leukoplakia. Data are expressed 
as box plots indicating the maximum, median, and minimum values. Statistically 
significant differences were observed in the mild to moderate and moderate of 




Figure 4: CD4+ cells (%) in subepithelial and intraepithelial lesions of different 
histological grades of oral leukoplakia.  
A: Data are expressed as box plots indicating the maximum, median, and minimum 
values. Statistically significant differences were observed in intraepithelial lesions of the 
moderate and sever dysplasia as compared to without of dysplasia. (p<0.05, Dunn test).  
B: Correlation between infiltrated CD163+ and CD4+ cells in leukoplakia. Statistically 
significant difference was determined by Spearman's rank correlation coefficient 
analysis (p=0.0009).  
 
Figure 5: CD8+ cells (%) in subepithelial and intraepithelial lesions of different 
histological grades of oral leukoplakia.  
A: Data are expressed as box plots indicating the maximum, median, and minimum 
values. No statistically significant differences were observed among different histological 
grade of leukoplakia.  
 
Figure 6: Immunohistochemical staining of oral leukoplakia with the anti-CXCR3 
antibody. 
Immunoreactivity against anti-CXCR3 antibody in various histological grades of oral 
leukoplakia (a-d, original magnification: ×100). CXCR3+ Th1 cells were mainly 
distributed in the subepithelial lesion. Scale bar = 100 m.  
 
Figure 7: Immunohistochemical staining of oral leukoplakia with the anti-STAT1 
antibody. 
A: Immunoreactivity against anti-STAT1 antibody in various histological grades of oral 
leukoplakia (a-d, original magnification: ×100). STAT1 positive cells were distributed in 
the subepithelial and epithelial lesions. Scale bar = 100 m.  
B: Correlation between infiltrated CXCR3+ and STAT1+ cells in leukoplakia. 
Statistically significant difference was determined by Spearman's rank correlation 
coefficient analysis (p=0.0465). 
 
Figure 8: Colocalization of CD163+ MΦ with STAT1 in oral leukoplakia. 
A: Double-fluorescent immunostaining for CD163 (a: green) and STAT1 (b: red) in oral 
leukoplakia with moderate dysplasia. Arrowheads indicate the double-stained by both 
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anti-CD163 and anti-STAT1 antibodies (c). They were colocalized in subepithelial lesion. 
(a-c, original magnification: ×200). Scale bar = 50 m.  
B: Correlation between infiltrated STAT1+ and CD163+ cells in oral leukoplakia. 
Statistically significant difference was determined by Spearman's rank correlation 
coefficient analysis (p=0.0034). 
Table 1. Clinicopathological characteristics of the patients with normal mucosa 
 
Clinical variables % (n) 
Age  
    <60 30 (3) 
   ≧60 70 (7) 
   Mean  50.0 years 
Gender  
  Male 70 (7) 
  Female 30 (3) 
Region  
   Tongue 70 (7) 
   Gingiva 20 (2) 
  Palate 10 (1) 
 
Table 2. Clinicopathological characteristics of the patients with oral precancerous lesion 
Clinical variables % (n) 
Age  
    <60 33.3 (10) 
   ≧60 66.7 (20) 
   Mean  61.0 years 
Gender  
  Male 66.7 (20) 
  Female 33.3 (10) 
Region  
   Gingiva 43.3 (13) 
  Buccal mucosa 26.7 (8) 
   Tongue 13.3 (4) 
   Palate 10.0 (3) 
  lip 6.7 (2) 
Histological grade  
  Without dysplasia 16.7 (5) 
  Mild 23.3 (7) 
  Mild to moderate 16.7 (5) 
  Moderate 16.7 (5) 
  Moderate to severe 13.3 (4) 
   Severe 13.3 (4) 
 
 Table 3. Primary antibodies used in this study 
 
Antigen Marker Antibodies Dilution Vender 
CD68 Pan-M Mouse anti-hCD68 Mab 1:80 Dako, Glostrup, Denmark 
CD80 M1 M Mouse anti-hCD80 Mab 1:200 R&D systems, Minneapolis, MN, USA 
CD163 M2 M Mouse anti-hCD163 Mab 1:200 Leica, Wetzlar, Germany 
CD4 Th Mouse anti-hCD4 Mab 1:100 NordiQC organization, Aalborg, Denmark 
CD8 CTL Mouse anti-hCD8 Mab 1:100 Dako Glostrup, Denmark 
CXCR3 Th1 Mouse anti-hCXCR3 Mab 1:200 R&D systems, Minneapolis, MN, USA 
CCR4 Th2 Mouse anti-hCCR4 Mab 1:100 Novus biological, Littleton, CO, USA 
STAT1 IFN-inducible gene Rabbit anti-hSTAT1 Pab 1:200 Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA 
CD: cluster of differentiation, Mab: monoclonal antibody, Pab: polyclonal antibody, Th: helper T lymphocyte, CTL: 
cytotoxic T lymphocyte, CXCR3: CXC chemokine receptor 3, CCR4: CC chemokine receptor 4, STAT1: signal transducer 
and activator of transcription, h: human 
CD68
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(a)without  dysplasia (b) mild dysplasia
(c) moderate dysplasia (d) severe dysplasia
Fig 6
STAT1
(a)without  dysplasia (b) mild dysplasia











































% STAT1 positive cells/field
Spearman r=0.5178
P=0.034
